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(54) Proc6de de detection d'une sequence nucleotidique selon la technique d'hybridation sandwich. 



fe7) Proc6de de detection d'une sequence nucleotidique 
simple brin dans un echantillon la contenant ou susceptible 
de la contenir, selon la technique d'hybridation sandwich 
comportant une etape d'incubation de I'echantillon avec 
une sonde de capture fixee de fapon passive sur un sup- 
port solide et une sonde de detection marquee avec un 
marqueur non radioactrf, les sondes de capture et de de- 
tection etant capables d'hybridation, respectivement, avec 
deux regions non chevauchantes de la sequence 
nucleotidique-cible recherchee, et I'etape d'incubation 
etant suivie d'une etape de lavage pour eliminer les reactifs 
non fixes par hybridation, caracterise par le fait que la 
sonde de capture contient de 9 a 30 nucleotides. 

Application notamment au diagnostic des maladies infec- 
tieuses ou genetiques ainsi qu'au typage eel lu la ire. 
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La presente invention a pour objet un procede de detection d'une 
sequence micleotidique simple brin dans un echantillon la contenant ou 
susceptible de la contenir, selon la technique d 1 hybridation sandwich. Ce 
procede est applicable notatnment au diagnostic des maladies inf ectieuses ou 
genetiques, ainsi qu f au typage cellulaire. 

On salt que l'une des proprietes caracteristiques des acides 
nucleiques est la possibility d f interagir avec une sequence complementaire 
par l T intermediaire de liaisons hydrogene et de former ainsi un hybride 
stable selon les lois d f appar lenient A-T et G-C. 

Un acide nucleique peut done etre utilise comme sonde pour mettre 
en evidence, dans un echantillon, une sequence nucleique (appelee "cible") 
contenant une sequence complementaire de celle de la sonde* Le marquage de 
1* hybride forme entre la cible et la sonde permet la detection et la 
quantification de la cible dans 1* echantillon. Cette technique a ete 
utilisee par SOUTHERN E.M. pour l f analyse de fragments d f ADN apres 
separation par gel d'electrophorese : J. Mol. Biol 98,503 (1975). 

Une modification de cette technique, qui presente notamment 
1'avantage de ne pas necessiter la purification de l'echantillon contenant 
la cible, consiste a utiliser un protocole dit "sandwich". Une premiere 
sonde micleotidique (sonde de capture) f ixee sur un support sdlide sert a 
capter le gene ou le fragment de gene a detecter dans 1' echantillon. Une 
deuxieme sonde (sonde de detection), complementaire d'une autre region de la 
cible permet la detection par 1' intermediaire d'un marqueur tel qu'un 
marqueur radioactif ; voir par exemple DUNN A.R. et HASSEL J. A., Cell, 12, 
23, (1977) ; RANKI M. et al. , Gene, 21,77 (1983) ; PALVA A. et al. , FEMS 
Microbiol. Lett. 23,83 (1984) ; P0LSK2-CYNKIN R. et al., Clin. Chem. 31, 
1438 (1985). 

La methode d f hybridation sandwich peut etre realisee en ajoutant 
en une seule etape 1 ' echantillon a. analyser et la sonde de detection dans un 
conteneur ou se trouve la sonde de capture fixee sur le support. II s'agit 
dans ce cas de la methode d 1 hybridation sandwich dite "simultanee" ; voir 
par exemple les articles de RANKI et al. , PALVA et al. , POLSKY-CYNKIN et 
al. , deja cites. 

La technique d f hybridation sandwich peut egalement etre effectuee 
en deux etapes ; voir par exemple LANGDALE J. A. et al. , Gene 36 201 (1985) 
et ZOLG J.W. et al. , Mol. Biochem. Parasitol, 22,145 (1987). 

Pour permettre l r utilisation de ces techniques d' hybridation dans 
des essais de routine, il est necessalre de s'affranchir du marquage 
radioactif de la sonde de detection. On a propose dans ce but divers 
systemes faisant appel par exemple a un haptene reconnu par un anticorps, ou 
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par une proteine affine. On a propose en particulier diver ses methodes de 

marquage d f ADN ou d'ARN par la biotine ou ses derives ; voir notamment les 
demandes de brevet europeen 0285057, 0285058, 0286898 et 0097373 ; FORSTER 
et al., Nucleic Acid Res. 13,745 (1985) ; CH0LLET A. et KAWASHIMA E.H. , 
Nucleic Acid Res. 13,1529 (1985) ; CHIN B.C. et al. , Nucleic Acid Res. 
11,6513 (1983) ; C0CUZZAA.J., Tetrahedron Lett. 30,6287 (1989). Toutefois, 
les syst ernes de detection utilisant des methodes de marquage non radioactif 
manquent encore de sensibilite ; voir par exemple Z0LG et al., article cite. 

Par ailleurs, le diagnostic des maladies genetiques, le typage 
cellulaire et meme dans certains cas 1 T identification de virus mutants 
necessitent la detection de mutations ponctuelles dans genome. Dans de tels 
cas, la mise au point de sondes de capture suffisamment sensibles pour 
de teeter une mutation pone tue lie dans la region de la cible complement aire 
de la sequence de la sonde de capture, est difficile. Les systemes de sondes 
commercialises actuellement pour realiser ce type de detection sont peu 
pratiques car chaque systeme commercial doit etre mis en oeuvre a une 
temperature donnee qui varie avec le systeme utilise, ce qui empeche de 
faire des determinations varie es en operant sur des appareils automatiques 
travaillant a. une temperature unique. / 

La presente invention a pour objet un precede de detection de 
sequences nucleiques, selon la technique d' hybridation sandwich, ayant une 
sensibilite suffisante pour permettre 1' utilisation d T une sonde de detection 
non radioactive. Cela est rendu possible grace a 1* utilisation de sondes de 
capture de tres courte taille dont on a decouvert qu'elles confer ent au test 
sandwich une grande specif icite tout en conservant une bonne sensibilite, et 
qu'elles permettent de detecter et de differentier des sequences homologues 
a un nucleotide pres. L T utilisation d 'oligonucleotides de courte taille 
facilite la construction des sondes en grande quant ite avec un rendement 
acceptable, et permet de disposer d T un grand eventail de selectivites. Cela 
est particulierement utile dans le cas du typage HLA ou les mutations 
de finis s ant le type cellulaire sont localisees sur de courtes portions du 
gene. 

On a en outre decouvert qu'il est possible de realiser 
1* adsorption passive directe, sur un support polymere tel que le 
polystyrene, de sondes oligo-nucleotidiques de tres courte taille (jusqu'a 
un minimum de 11 nucleotides) , ainsi que la fixation passive de sondes 
encore plus courtes (jusqu'a un minimum de 9 nucleotides) par 
l T intermediaire d f une proteine a laquelle la sonde est liee de facon 
covalente. II s T agit d'un resultat surprenant puisque jusqu'a present, on 
utilisait generalement comme sondes de capture, des sequences comportant 
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plus de 100 bases (generalement plusieurs centaines de bases) , alors que les 
sequences oligo-nucleotidiques (dT) 15 ne se fixent pas de facon passive 
(c'est-a-dire par adsorption) sur le polystyrene ; voir LACY M.J. et VOSS 
E.W., J. of Immunol. Methods, 116, 87-98 (1989). D'autres auteurs 
cherchaient a favoriser la fixation de la sonde de capture en saturant le 
support de polystyrene avec du poly(dT) 400Q et en couplant la sonde de 
capture, comportant plusieurs dizaines de bases, a une "queue" de poly(dA) 
ayant de 30 a plus de 100 motifs ; voir MORRIS SEY D.V. et COLLINS M.L., 
Molecular and Cellular Probes, 3, 1 89-207 (1989). Selon l f experience de la 
demanderesse, la saturation du support solide par du poly(dT) n'ameliore pas 
la detection. 

En outre, grace a 1 1 utilisation de sondes de court e taille 
procurant une sensibilite accrue, le procede de 1 T invention permet de 
choisir a volonte une temperature de travail predeterminee, et de construire 
dans chaque cas des sondes de longueur adaptee pour pouvoir effectuer les 
determinations des cibles les plus diverses a une meme temperature de 
travail predeterminee. On concoit aisement la simplification de procedure et 
les possibilites d f automatisation qui en resultent. 

La presente invention a done pour objet un procede de detection 
d'une sequence nucleotidique simple brin dans un echantillon la contenant ou 
susceptible de la contenir, selon la technique d'hybridation sandwich avec 
une sonde de capture fixee de facon passive sur un support solide et une 
sonde de detection marquee avec un marqueur non radioactif , les sondes de 
capture et de detection etant capables d f hybridation, respectivement , avec 
deux regions non chevauchantes de la sequence nucleotidique-cible 
recherchee, caracterise par le fait que la sonde de capture contient de 9 a 
30 nucleotides et peut contenir notamment de 9 a 25 nucleotides, et en 
particulier de 9 a. 20 nucleotides. 

Lorsque la sonde de capture contient au moins 11 nucleotides, il 
est generalement possible de la fixer de facon non specif ique (c f est-a-dire 
par adsorption) sur un support polymere hydrophobe tel que le polystyrene ou 
analogues. On peut utiliser un support conique commercialise par VTTEK (USA) 
et realise avec le materiau vendu sous la denomination commerciale K-Resin. 

Lorsque la sonde de capture est tres courte (en particulier avec 
moins de 11 nucleotides) il devient necessaire de mettre en oeuvre des 
moyens permettant d'ameliorer la fixation de la sonde de capture sur le 
support solide. Comme indique precedemment, on peut par exemple lier la 
sonde de capture, de facon covalente, selon les methodes connues, a une T 
proteine qui se fixe elle-meme de facon passive sur le support. Bien 
entendu, la proteine favorisant la fixation de la sonde de capture ne doit 
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pas interferer avec la detection ; par exemple, lorsque la sonde de 
detection est marquee avec une enzyme, la proteine fixee sur le support 
solide ne doit pas avoir d'activite enzymatique interferente. Parmi les 
proteines que l T on peut utiliser pour la fixation passive indirecte de la 
sonde de capture sur le support, on peut citer I'albumine de mammifere (par 
exemple l f albumine bovine) ou une toxine proteique bacterienne telle que la 
toxine tetanique. De preference, on choisira une proteine et/ou une methode 
de couplage permettant de fixer une ou deux molecules de la sonde de capture 
par molecule de proteine. 

Le couplage entre l'oligo-nucleotide et la proteine peut etre 
realise par exemple par l T intermediaire d'un bras alkylene ayant 3 a 12 
atomes de carbone, qui peut etre ajoute a I'extremite 5 1 de 
l'oligo-nucleotide constituant la sonde de capture, lors de la synthese 
automatique. Ce bras porte une fonction amine primaire qui, apres 
activation, grace a un agent de couplage homobif onctionnel comme le 
DITC(phenyleme-l,4-diisothiocyanate) , le DSS (disuccinimidyl suberate) pu le 
DIBS(acide 4,4 T -diisothiocyano stilbene 2,2 T -disulfonique) , permet le 
greffage sur les fonctions NH^ portees par les lysines de I'albumine. Le 
conjugue est purifie par chromatographie liquide haute performance sur une 
colonne echangeuse d'ions. 

La sonde de detection peut elle-meme etre une sonde courte, 
contenant de 9 a 30 nucleotides. Toutefois, pour assurer la specif icite 
desiree, la sonde de detection contient de preference au moins 15 
nucleotides, par exemple de 15 a 30 nucleotides, lorsque la sonde de capture 
est tres courte et contient en particulier moins de 15 nucleotides. La sonde 
de detection est couplee de facon covalente a un marqueur non radioactif , 
par exemple une enzyme. Le couplage covalent est effectue selon les methodes 
connues, en particulier par la methode decrite ci-dessus pour le couplage 
entre l f oligonucleotide constituant la sonde de capture et une proteine. On 
peut utiliser comme marqueur enzymatique notamment une per oxydase telle que 
la peroxydase de raifort, une phosphatase alcaline, une phosphatase acide, 
la beta-galactosidase, la glucose oxydase, etc. 

Bien entendu, pour construire les sondes de capture et de 
detection, il est necessaire de connaitre la sequence ou une partie de la 
sequence de la cible, ou de connaltre la sequence ou une partie de la 
sequence de .la proteine codee par la cible. On peut alors synthetiser les 
oligo-nucleotides constituant les sondes avec un appareil de synthese 
automatique d'ADN tel que les modeles 380 et 381 commercialises par APPLIED 
BIOSYSTEMS . 
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Les sondes de capture et/ou de detection peuvent etre constitutes 
d'ADN ou d'ARN. 

En outre, les sondes utilisees selon l f invention peuvent contenir 
ou etre constituees par des alpha-nucleotides analogues des nucleotides 
naturels ; voir notamment le brevet francais 2 607 507* Les 
alpha-nucleotides peuvent etre obtenus sur synthetiseurs automatiques. lis 
sont derivables aux extremites 3 f ou 5' et se couplent aux proteines de la 
meme maniere que les beta-oligo-nucleotides . Us presentent 1'avantage d'une 
bonne stabilite vis-a-vis des nucleases (voir THDONG N.T. et al. , Proc. Nat. 
Acad. Sci. USA, 84,5129 (1987). Les conjugues alpha-oligonucleo tide-enzymes 
sont plus stables en solution que les analogues beta et permettent des 
conservations plus longues a des dilutions plus faibles. 

L'acide nucleique a de teeter (cible) peut etre de I'ADN double 
brin, de l f ADN simple brin, un hybride ADN-AKN ou bien de l'ARN (ribosomal 
ou messager). Bien entendu, dans le cas d'une cible nucleique a double brin, 
ou d'un hybride ADN-AEN, il convient de proceder a sa denaturation avant la 
mise en oeuvre du procede de detection par la technique d f hybridation 
sandwich. L'ADN double brin peut lui-meme etre obtenu apres extraction, 
selon les methodes connues, des acides nucleiques d'un echantillon a 
examiner. Cette extraction peut etre faite par proteolyse de cellules suivie 
d'une extraction au phenol-chloro forme (voir par exemple MANIATIS et Coll., 
"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
New-York (1982), ou plus directement par traitement alcalin en presence de 
detergent et/ou par traitement aux ultra-sons, ou par tout autre procede 
liberant les acides nucleiques en phase liquide. L f echantillon a traiter 
peut contenir un melange de cellules, bacteries, levures, virus ou autre 
micro-organismes. L'ADN double brin ainsi obtenu peut etre utilise 
directement, apres denaturation selon les techniques connues, ou bien peut 
etre utilisee comme matrice pour l f amplification d' acides nucleiques afin 
d'obtenir des quentites suffisantes pour permettre la detection. 

Pour obtenir la forme simple brin a partir d r un hybride ARN-ADN ou 
d'un ADN double brin, on peut operer par denaturation physique, chimique ou 
enzymatique. Une des methodes physiques de denaturation correspond a la 
separation des deux brins en chauffant l'hybride jusqu'a ce qu'il soit 
totalement denature, par exemple a une temperature de 80 a 105°C pendant 
quelques secondes a quelques minutes. La methode chimique de denaturation 
consiste par exemple a mettre en contact l f echantillon double brin avec une 
solution 0,2M. d'hydroxyde de sodium pendant 10 minutes, ce traitement etant 
suivi d'une neutralisation par l'acide acetique a la meme concentration 
(0,2M), jusqu'a obtention d'un pH compris entre 6 et 8. Une methode 
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enzymatique de denaturation consiste en 1' utilisation d'une helicase. Les 
techniques d T utilisation des helicases sont decrites notamment par RADDING, 
Ann. Rev. Genetics, 16, 405-437 (1982). D f autres enzymes ayant la meme 
fonction sont utilisables dans le meme but. 

Le procede de 1* invention est de preference effectue selon la 
methode simultanee. 

Cette methode comprend : 

- la fixation passive de la sonde de capture oligonucleotidique 
sur le support solide, directement ou par 1 ' intermediair e d'une proteine, 
comme indique preceaemment ; on opere par mise en contact du support avec 
une solution aqueuse contenant la sonde ; 

- le rincage du support et le sechage eventuel pour sa 
conservation ; 

- la mise en contact simultanee du support ainsi obtenu avec une 
solution contenant 1 f echantillon a. analyser et avec une solution contenant 
la sonde de detection oligonucleotidique marquee, 1 * echantillon et la sonde 
de detection pouvant etre ajoutes sous forme de melange ou separement ; 

- 1* incubation du melange obtenu ; 

- le rincage du support pour eliminer les constituants non fixes 
sur le support par hybridation ; 

- et la detection qualitative ou quantitative a l'aide d'une 
reaction de revelation du marqueur fixe sur le support, par exemple par 
color imetrie, fluorescence ou luminescence. 

On va donner ci-apres un mode de realisation particulier, non 
limitatif , de la mise en oeuvre du procede de 1 T invention. 

1. Fixation de la sonde de capture 

La fixation de la sonde de capture est obtenue en deposant par 
exemple 100 ul dans chaque puits d'une plaque de micro titration d'une 
solution contenant de 0,1 ug/ml a 10 ug/ml d' oligonucleotides de preference 
1 ug/ml, sous la forme d'une solution dans un tampon PBS 3X (0,45 M NaCl, 
0,15 M phosphate de sodium, pH 7,0). 

On laisse la plaque en contact avec la solution de sondes de 
capture pendant au moins 2 heures a 37 °C, puis on la lave avec une solution 
de PBS Ix (NaCl 150 mb£, tampon phosphate de sodium 50 mM, pH 7,0, contenant 
0,5% de Tween 20). 

2. Incubation simultanee des echantillons et de la sonde de 
detection marquee 

Les echantillons (cible) sont deposes sur la plaque apres avoir 
subi si necessaire le traitement de denaturation ; sous la forme d'une 
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solution dans le tampon PBS 3X contenant de l'ADN heterologue, par exemple 
de l'ADN de sperme de saumon a lOug/ml. 

La sonde marquee est diluee dans le tampon precedent a une 
concentration de 20 a 100 ug/ml. On depose 50 ul de cette solution dans le 

puits contenant la cible. 

La plaque de micro titration est alors incubee pendant un temps 
pouvant varier par exemple entre 30 et 120 minutes a la temperature choisie, 
par exemple 37°C ou moins longtemps si une faible sensibilite est requise. 

3. Lavage 

On eff ectue par exemple le lavage avec du tampon PBS IX contenant 
0,5 % Tween 20 (Merk 82 21 84). 

4. Revelation enzymatique 

La revelation est effectuee avec le substrat correspondant a 
I'enzyme utilisee. Par exemple, on pent ajouter de l'orthophenylene diamine 
(0PD) dans le cas ou le marqueur est la peroxydase de raifort ; du 
paranitrophenylphosphate (PNPP) ou du methyl-5 umbellif eryl phosphate (MOP) 
dans le cas ou la marqueur est la phosphatase alcaline. 

Le temps de revelation du substrat est compris generalement entre 
Let 30 minutes apres quoi la reaction est stoppee par addition de NaOH IN 
dans le cas de la phosphatase alcaline, ou de H 2 S0 4 IN dans le cas de la 
peroxydase de raifort. 

On eff ectue la lecture sur un lecteur de microplaques, a 405 nm 
pour le PNPP, a 492 nm pour l'OPD et en fluorescence pour le MUP (excitation 
340 nm, emission 460 nm) . 

On revient ci-apres sur les stades d f incubation et de lavage 
consecutif qui constituent des etapes-cles du precede d 1 hybridation sandwich. 
Ces operations d* incubation et de lavage sont chacune effectuees a une 
temperature constante comprise entre 20 et 60°C, et de preference entre 25 
et 40°C. L T un des avantages essentiels de l T utilisation de sondes courtes 
est de permettre la realisation de tests sandwich pour la detection de 
cibles differentes en operant, pour ces diverses determinations, a une 
temperature unique predeterminee, qui sera de preference 37°C puisque tous 
les laboratoires d f analyses sont equipes d'appareils thermostates regies a 
cette temperature. 

On sait que les hybrides d'ADN ont une temperature de dissociation 
qui depend du nombre de bases hybridees (la temperature augmentant avec la 
taille de l'hybride) et qui depend egalement de la nature des bases 
hybridees et, pour chaque base hybridee, de la nature des bases adjacentes. 
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La dissociation des hyb rides se produit sur un intervalle de 

quelques °C et peut etre facilement determinee en spectroscopic UV : en 
effet, la densite optique de 1* hybride est infer ieure a celle des sequences 
monobrin correspondantes. II est done possible de determiner dans chaque cas 
une temperature de demi-dissociation caracteristique de l f hybride etudie. 

La connaissance de I'entropie et de I'enthalpie de reaction permet 
d'ailleurs de calculer (loi de Vant'Hoff) la temperature de 
demi-dissociation d T un hybride donne dans des conditions standards (par 
exemple dans une solution de salinite correspondant a NaCl 1M) en f one t ion 
de la concentration totale en acide micleique dans la solution ; voir par 
exemple Breslauer K.J. et al, PNAS, 83, 3476 (1986); RYCHLIK W. et RHOADS 
R.E., Nucl. Acid. Res. 17, 8543 (1989) ; et FREIER S.M. et al. , PNAS 83, 
9373, 1986. 

En pratique, il est toujours possible de determiner 
experimentalement la temperature de demi-dissociation de 1* hybride forme par 
* une sonde donnee avec la cible de sequence complementaire , par de simples 
experiences de routine. 

La temperature d 1 hybridation du protocole sandwich (temperature 
d T incubation et/ou temperature de lavage) devra evidemment etre choisie en- 
dessous de la temperature de demi-dissociation, faute de quoi la cible ne 
s T hybriderait pas avec la sonde de capture et/ou de detection et les 
resultats du test seraient errones. 

II est bien entendu que les considerations presentes sur la 
temperature de demi-dissociation concernent l 1 hybride le moins stable 
(c T est-a-dire celui ayant la temperature de demi-dissociation la plus basse) 
des deux hybrides que forme la cible avec d T une part la sonde de capture et 
d f autre part la sonde de detection. En effet, pour que le protocole sandwich 
puisse fonctionner correctement, il est evidemment necessaire dans le cas ou 
l'on recherche un resultat positif , que ces deux hybrides solent stables a 
la temperature a laquelle on opere. 

Une mutation ponctuelle entratnant un mesappariement portant sur 
une seule paire de bases dans l f hybride, entralne une modification, 
generalement un abaissement, de la temperature de demi-dissociation. 

Un avantage essentiel resultant de 1 ' utilisation de sondes courtes 
est qu T un tel mesappariement unique peut entralner un abaissement 
relativement important de la temperature de demi-dissociation, de l'ordre de 
2 a 4°C. Cela n'est pas le cas avec les sondes longues, ou un tel mesapparie- 
ment unique n T entralne d'une tr£s faible variation de la temperature de 
demi-dissociation. 
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On a maintenant decouvert qu'il est possible de tirer avantage de 
l f utilisation de sondes courtes pour effectuer des determinations selon le 
protocole sandwich a une temperature unique predetermine e , par exemple 37°C 
comme indique ci— dessus. 

Dans ce qui suit, on va raisonner a titre d T exemple sur le cas, 
generalement prefere, ou c'est la sonde capture qui donne avec la cible 
recherchee un hybride moins stable que l'hybride clble-sonde de detection. 
Mais il est evident que l'on peut aussi adopter un systeme on inversement, 
c f est l f hybride sonde de detection-cible qui est le moins stable (il 
suffirait de remplacer alors dans ce qui suit 1' expression "sonde de 
capture" par "sonde donnant avec la cible 1' hybride le moins stable" pour 
adapter le raisonnement au cas le plus general) . 

II faut bien entendu operer avec une sonde de capture (et une 
sonde de detection) suf fisamment longue pour que la temperature de 
demi-dissociation soit superieure a la temperature choisie. Si l T on veut 
realiser un test tres sensible (en particulier un test sensible a une seule 
mutation), il conviendra d'utiliser une sonde de capture (et/ou une sonde de 
detection) ajustee, c'est-a-dire de longueur suf fisamment courte et de 
sequence telle que la temperature de demi-dissociation ne soit que tres peu 
superieure a la temperature d'hybridation predetermine » l T ecart entre les 
deux temperatures etant par exemple de 1 a. 3°C, car il convient de 
travailler alors a. la temperature maximum admissible pour eviter des 
hybridations non- specif iques qui seraient possibles en adopt ant une 
temperature trop basse par rapport a la temperature de dissociation de 
l f hybride parfaitement complement aire. En fait, l'ecart de temperature 
admissible peut etre determine dans chaque cas par de simples experiences de 
routine . 

Dans le cas qui vient d'etre indique, a la temperature 
d T hybridation fixee, seule une cible parfaitement homologue de la sonde de 
capture restera fixee sur la sonde, tandis qu'une cible comport ant une 
mutation ponctuelle dans la region complementaire de la sonde ne sera pas 
fixee. 

Dans la discussion precedente, on a surtout mis l 1 accent sur le 
choix d'une sonde de capture qui est adaptee a la temperature d r hybridation 
choisie principalement par des ajustements de la taille de la sonde. Mais il 
est bien evident pour les specialistes qu'il est possible de jouer egalement 
sur le choix de la sequence de la sonde, puisque la temperature de 
demi-dissociation peut varier en fonction de la nature des bases impliquees 
dans la formation de V hybride. II est egalement possible de jouer sur les 
conditions d f hybridation, et en particulier sur la concentration saline de 



2663040 

la solution d 1 incubation et/ou de la solution utilisee pour le lavage 
consecutif a l f incubation. On sait en effet que l f augmentation de la 
concentration saline entraxne une augmentation de la temperature de 
demi-dissociation. 

Dans la mise en oeuvre pratique du procede de 1* invention, 
lorqu'on utilise une sonde de capture et/ou des conditions d T hybridation 
adaptees a la temperature predeterminee choisie, on pourra operer de deux 
f aeons • 

Selon un premier mode d' execution, on effectue l f etape 
d f incubation a ladite temperature predeterminee et on effectue le lavage a 
ladite temperature ou a une temperature inferieure. Ce mode d f execution est 
rendu possible puisqu'a la temperature a laquelle on opere, seule une cible 
parfaitement homologue de la sonde de capture a pu s'hybrider, de sorte 
qu'il n'y a pas de risque de fixation d f une cible non parfaitement 
homologue, meme si on effectue le lavage a une temperature inferieure a la 
temperature d* incubation. 

Selon un second mode d' execution, on effectue I'etape d f incubation 
a une temperature inferieure a ladite temperature predeterminee et on; 
effectue le lavage a ladite temperature predeterminee. En effet, dans ce 
cas, e'est la temperature de lavage qui sera discriminante, et tout hybride 
eventuellement forme, a la temperature d f incubation, entre la sonde de 
capture et une cible non parfaitement homologue ne sera plus stable a la 
temperature de lavage et ne restera done pas fixe sur le support. 

Pour la detection d'une mutation ponctuelle, on peut operer de 
deux f aeons : 

- soit la sonde de capture contient la mutation complementaire de 
la mutation recherchee, auquel cas seule la cible mutee s'hybridera dans les 
conditions du test d T hybridation ; 

- soit la sonde de capture est parfaitement homologue de la 
sequence complementaire de la cible non mutee, auquel cas seules les cibles 
non mutees s'hybrideront. 

Le procede de 1 T invention est applicable notamment : 

- a la detection de I'ADN ou de l'ARN messager des virus, ou de 
I'ARN des retrovirus ; 

- a la determination de l'ADN, de l'ARN messager ou ribosomal et 
des hybrides ADN c ~ARN des bacteries, des parasites et des levures ; 

- et a la determination de l'ADN des vertebres, et en particulier 
chez l'homme pour effectuer le typage HLA ou pour detecter des maladies 
genetiques (myopathie, diabete, mucoviscidose, etc...). 



o 
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Les exemples suivants illustrent 1 T invention sans toutefois la 

li miter . 

Dans ces exemples, on a represente les sequences nucleotiques, 
selon la convention usuelle, avec l T extremite 5 1 a gauche. 

L T invention a egalement pour objet l'utilisation des sondes 
decrites dans les exemples pour la detection de la cible indiquee. II faut 
bien comprendre que les sondes mentionnees dans les exemples doivent etre 
considerees comme des sequences minimum pouvant etre allonge es (dans les 
limites indiquees de 30, 25 ou 20 nucleotides au maximum) par adjonction de 
nucleotides sup lement aires qui sont bien entendu choisis pour que la sonde 
soit homologue de la cible dont la sequence est ici supposee connue. Les 
sondes mentionnees comme etant satisf ais antes dans les exemples permettent 
toutes d'operer a 37°C, 



-12- 



2663040 

EXEMPLE 1 

Preparation du phosphoramidite-bras pour Paddition d'un bras NH 2 en 5' 
d'un oligonucleotide. 

21,0 g (0,2 mole) d'amino-S pentanol-1 (Aldrich 12304-8) sont dissous 
dans 90 mi de THF et Ton ajoute 5,3 g de Na 2 CC>3. Le melange est refroidi k 
- 5 ° C et Ton additionne goutte k goutte 14 g (0,067 mole) d'anhydride 
trifluoroacetique (Aldrich 10623-2) dissous dans 50 mi de THF en 1 h. 

Le melange est laisse 1 h sous agitation k temperature ambiante. Apres 
filtration et evaporation du THF, ie produit est distilie sous vide. La 
fraction E 0i 3 mm - 75-90° C est recueiilie et purifi6e sur gel de siiice par 
un melange CH 2 Cl2. MeOH 80 : 20. 

Le produit desire k un Rf de 0,6.. Le rendement est de 66 %. 
0,7 g d'aminoalcoof protege (3,48 10" 3 mole) sont seches k la piridine (2 X 
3 ml) avec 3 ml de N-ethyldiisopropylamine (13.92 10 -3 mole) et dissous 
dans 15 ml de CH 2 CI 2 . 1.65 g (6.96 10" 3 mole) de 

cyanoethyl-2-N,-N-diisopropylchiorophosphoramidite (Aldrich 30230-9) 
sont additionn6s sous argon k temperature ambiante pendant 35 mn. On 
ajoute 0.2 ml de MeOH et apres 10 mn sous agitation, 30 ml d'acetate 
d'ethyle. La phase organique est iavee k froid avec 2 fois 60 m! de Na 2 CC>3 
10 % puis 2 X 80 ml de NaCI sature,sechee sur Na 2 S0 4 puis evaporee & 
revaporateur rotatif. 

Le produit brut est purifie sur colonne de silice dans le melange acetate 
d'6thyle-CH 2 Ci 2 -NEt 3 (45-45-10.) La fraction recueiliie (Rf - 0,75) est 
concentree k revaporateur rotatif et conservee sous argon. 



0(CH 2 ) 2 CN 

CF 3 CNH(CH 2 ) s OP^ 



J N-(CH(CH 3 ) 2 ) 2 



EXEMPLE 2 

Preparation d'un conjugu6 oligonucleotide ASB : 

^oligonucleotide est synthetise sur un appareil automatique APPLIED 
381 A en utilisant ia chimie des phosphoramidltes. Le bras phosphoram- 
idite, dissout dans de I'acetonitrile anhydre k une concentration de 0.2 
Molaire, est place en position X du synth6tiseur et ['addition du bras se 
fait selon le protocole standard en fin de synthase. Apres deprotection une 
nuit k 55° C dans NH 4 OH 33 %, precipitation dans rethanol k - 20 0 C t 
Poligonucieotide est seche sous vide et repris dans 1 mi d'eau. 3.10" 8 
mole ^oligonucleotide sont sech6s sous vide et repris dans 25 \i\ de 
tampon borate de sodium 0.1 M ph 9.3. On additionne 500 ul d'une solution k 
30 mg/ml de DITC (Fluka 78480) dans le DMF. Le melange est agite 1h 30 k 
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temperature ambiante avant Paddition de 3 ml d'h^O. Aprds extraction de 

la solution par le butanol (3x3 ml), la phase aqueuse restart te (500 est 
s$ch6e sous vide puis reprise par 1.10" 7 mole (6,6 mg) de BSA (Pierce 
30444) dans 200 nl dQ tampon borate. Apr§s une nuit sous agitation k 
temperature ambiante le conjugu6 est purifte par 6change d'ions en CLHP 
sur une colonne AX300 (BROWNLEE 4.6 X 100 mm) par un gradient de NaCI 
(Tableau 1). Le pic du conjugud est dialys6 contre de Teau (2 X 1 litre) 
concentrd sous vide , repris par i ml H 2 0 et stocks a - 20° C. 



TABLEAU 1 



LONGUEUR 


OLIGONUCLEOTIDE 


Tr min 


mM NaCI 


Ratio 
ollgo/ASB 


20 


ff-AACGCTACTACTATTAGTAG-3' 


11.96 (2M) 


603 


1,0 


15 


5*-TTGCATTTAGAGCCC-3' 


15.50 (1M) 


395 


1.4 


13 


^TGCATTTAGAQCC^ 


15.47 MM) 


385 


1.1 


12 


S'-GCATTTAGAGCW 


14.49 MM) 


367 


1.6 


11 


5 , -GCATTTAGAGC-3' 


14.41 MM) 


365 


1.2 


9 


5 , -CATTTAGAG*' 


13.99 MM) 


356 


1.1 



* Tr » temps de retention en foncOon de la concentration en NaCI 

* Le gradient dilution est de 10% a 56% de tampon B en 25 minutes avec 
tampon A * 20 mM tampon phosphate de sodium, pH 7,00 

tampon B s tampon A contenant 2M (ou 1M) NaCI 
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.EXEMPLE 3 

Preparation d'un conjuguS oligonucleotide p6roxydase de raifort. 
Selon I'exemple 2, ('oligonucleotide active sdche sous vide est repris par 
1 .25 10" 7 mole (5 mg de peroxydase de raifort (Boehringer 413470) dans 
200 \i\ de tampon borate. 

Le protocole de purification est identique : ie conjugue est stocke k - 20°c 
dans un tampon 50 mM tris HCI ph 7.0, 40 % glycerol 
Les resultats sont presentes dans le tab!eau2. 



Tableau 2 



TYPE 


SEQUENCE 5' — > 3' 


Tr min 


mM NaCI 


Ratio ollao/HRP 


m 


TGCCATAACCATGAGTG 


22,26 (1M) 


491 


1,1 


TEM 


ATAACACTGCGGCCAAC 


20,01 (1M) 


450 


1 0 


TEM 


GTTGGCCGCAGTGTTAT 


11 03 /2M 


569 

www 


1 5 


TBA 


CACTCATGGTTATGGCA 


11 45 


585 


1 3 


B&UCURONiDASE 


GATCGCGGTGTCAGTTCTTT 


11 85 (2M1 


599 


1 5 


B GLUCURONIDASE 


TTCCATGGGTTTCTCACAGA 


11,83 (2M) 


600 

V v V 


1 1 


.BGL0BINE 


GTATCATGCCTCTTTGCACC 


11,57 (2M) 


590 


1 0 


BG10B1NE 


TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC 


11,82 (2M) 


600 


1.1 


RAS 


TTCCTCTGTGTATTTGCCAT 


22,99 (1M) 


505 

www 


1 0 


RAS 


ACATGAGGACAGGOGAAGGC 


20.97(1 M) 


467 

» w * 


I 1 

I I * 


C. TRACHOMATIS 


AATCCTGGCTGAACCAAGCCT 


20,70 (1M) 


462 


1 0 


C. TRACHOMATIS 


AAGGTTTCGGCGGAGATCCT 


19,30 flM) 

m|»V \ 1 


437 


1 0 


HIV 1-2 GAG 


GAAGCTGCAGAATGGGA 


9 18 (2M) 


501 


1 3 


HIV 1ENV 


AACMTTTGCTGAGQGCTAT 


25,19 (1M) 


545 


1.0 


HIV2ENV 


GGTCMGAGACAACAAGAA 


9,19 (2M) 


501 


1,4 


HIV 1 POL 


GCC1GTIQSFGQGC 


9,56 (2M) 


515 


1.0 


KADR 


CCGGGCGGTGACf(ynGAGCTGGGGC 


12,31 (2M) 


616 


1,3 


HLA DR 


GAACAGCCAGAAGGAC 


9,84 (2M) 


525 


1,0 


HLADQ 


GGCGGCC7GATGCCGAGTAC 


10,16 (2M) 


537 


1.1 


HPV 6/11 


GACCCTGTAGGGTTACATT 


10,20 (2M) 


539 


1.0 


HPV 6/11 


TGACCTGTTGCTGTGGA 


9,91 (2M) 


526 


1.0 


HPV 16 


CCGGACAGAGCCCATTAC 


11,33 (2M) 


580 


1.1 


HPV 16 


CTCTACGCTTCGGTTGTGC 


11.65 (2M) 


592 


1.0 


HPV 18 


GTATTGCATTTAGAGCCCCA 


13,07 (2M) 


644 


1.1 


HPV 18 


TAAGGCAACATTGCAAGACA 


11,16 (2M) 


574 


1,1 


alpha HPV 18 


ACCCCGAGATTTAC6TTATGT 


10,80 (2M) 


560 


1.0 



* Tr « temps de retention (minutes) en fonction de la concentration saline (1M ou 2M) 

* Les conditions de gradient sont Identiques a celies d$crites dans I'exemple 2 
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EXEMPLE 4 

Preparation cfun conjugu§ oligonucleotide-phosphatase alcaline. 
Selon I'exemple 2, Poligonucteotide active s£ch§ sous vide est repris par 
5.7 mole (8.0 mg) de phosphatase alcaline (Boehringer 567752) dans 
le tampon du fabricant 

Le protocols de purification est identique (Tableau 3). Le conjugue est 
stock§ k + 4° C dans un tampon Tris HCI 30 mM, 1M NaCI, 1 mM MgCI 2 . 
pH 8,0. 



TABLEAU 3 



TYPE ADN 


OLIGONUCLEOTIDE 


Tr min 


mM NaCI 


Ratio 
ollgo/enzyme 


HPV18 


^TATTGCATTTAOAGCCCCA^ 


9.53 (2M) 


550 


1.6 


HPV18 


S'-TMQGCAACATTGCAAGACA^ 


13.04 (2M) 


680 


1,* 


HPV 18/33 


S-GTrXAATGCCAGGTOGATGA^ 


10.10 


572 


1,0 


* Tr - temps c 


e retention (minutes) en fonction de (a concentration saline 



* Les conditions de gradient sont les mfimes que pour I'exemple 2 



EXEMPLE 5 

Detection cfune sequence d*acide nuc!6ique par protocol© sandwich. 
Dans une plaque de microtitration (Nunc 439454) est d£pos6e une solution 
de foligonucieotide 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' k 1 ng/ul (0.1 5uM) 
dans du PBS 3X (0.45 M NaCI 0.15 M phosphate de sodium ph 7.0). 
La plaque est incubee 2 h k 37° C. 

AprSs 3 lavages par 300 uJ de PBS Tween (0.1 5M NaCI, 0.05M phosphate de 
sodium, ph 7.0 , PBS Tween 20 (MERCK 822184)) 50 uJ de la sequence 
(S'-AAGGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTGCA 
ATGTTGCCTTA-3') k difterentes concentrations de 100 pg/uJ (5nM) k 
0,01pg/uJ (0.5 pM) dans du tampon PBS saumon (PBS3X + ADN de sperme de 
saumon 10 ug/ml (Sigma D9156)) sont ajoutes dans les puits suivi de 50 
uJ cfune solution du conjugue oligonuc!6otide-p6roxydase k la 
concentration de 0.1 ng/uJ (15nM) en oligonucleotide dans un tampon PBS 
cheval (PBS3X + 10 % serum de cheval (BioMerieux 55842)). 
La plaque est incubSe 1 h k 37° C et Iav6e par 3 X 300 u.l de PBS Tween 
100 \i\ de substrat OPD (ortho-phenylenediamine Cambridge Medical 
Biotechnology ref/456 ) dans un tampon OPD (0,05 M acide citrique, 0.1 M 
Na 2 HP04 | pH 4,93) k la concentration de 4 mg/ml auquel on ajoute 

extemporan6ment H2O2 k 30 volumes au 1/1000 sont ajoutes par puits. 
Aprds 20 mn de reaction I'activite enzymatique est bloquee par 100 ui 
d'H2S04 1N et la lecture est effectu^e sur Axia Microreader (BioMerieux) k 
492 nm. 

Sensibility (Tableau 4) : 
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Tableau 4 





cible (pg) 




5000 


1000 


500 


100 


50 


2 


0.1 


0 


Ivaleur D.O. 


> 2,5 


1,007 


0,559 


0,136 


0,067 


0,028 


0,006 


0,005 



La limite de defection est de 2 pg de cible soit 10* 17 mole. 
Le systdme est parfaitement specifique puisque le puits contenant FADN 
de saumon, qui est sous forme simple brin, n'est pas d&ecte (puits a 0 
pg/uJ de cible). 

EXEMPLE 6 

Ainsi qu'il l*a 6t6 montrS pour Panemie falciforme ou pour les oncogenes 
(dans Human Genetic diseases, a practical approach, K.E. DAVIES ed, IRL 
press, 1986), les mutations ponctuelles, & des positions specifiques sur un 
gene, sont responsables de maladies genStiques et peuvent Stre d£tectees 
par hybridation de PADN genomique avec des sondes nucteiques. Dans 
certaines conditions, un mSsappariement d'une base peut d^stabiiiser un 
hybride ADN-pligonucleotide. Ainsi, WALLACE R.B. et coll. (Nucl. Acid. Res., 
£, 3543, 1979) dStecte une mutation am-3 (A-C pour fe gdne mut§ a la 
place de C-G pour le g&ne normal) sur le g§ne du bacteriophage OX174 par 
un systems d'hybridation directe par filtre. 
Des travaux ultSrieurs ont montre que les mutations n'6taient pas 
Squivalentes du point de vue de la destabilisation cfun hybride. 
Ainsi, F. ABOUBELA et coll. (Nucl. Acid. Res., 13, 4811, 1985) trouvent que 
les m^sappariements contenant une Guanine (GT-GG-GA) sont moins 
destabilisants que fes mSsappariements contenant une Cytosine (CA-CC) 
ou un mSsappariement entre 2 pyrimidines (TT-CC-TC). 
S. IKUTA et coll. (Nucl. Acid. Res., 15, 797, 1 987) montrent que les 
mSsappariements GT, GA sont moins destabilisants que AA, TT, CT, CA. 



L'exemple decrit ici presente une methods de detection d'un ADN 
parfaitement homologue par un protocole sandwich k 37° C. Les 
oligonucleotides de capture sont fixes passivement sur la plaque . 
Les 5 cibles choisies sont dScrites dans ie tableau 5. 

TABLEAU 5 

3^TTCCGTTGTAAGGTTCT X 

S-ATTCXXSrTTOT^^ KGT 

3VVTTCCGTTG^^ XM 

S-ATTCCGTTCT^^ yjj 

3VUTCCGTTGT^^ X^q 

4 mutations diffSrentes ont 6t$ introduites dans 4 sequences cibles qui 
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.different de la sequence X par 1 seule mutation. 
Les mutations sont situ§es dans la zone 32 k 35 de la cible. Les 4 
mSsappariements sont de type GT (XGT), AA (XAA), TT (XTT), et AG (XAG), 
et on retrouve 2 m6sappariements GT et AG qui sont les moins 
d6stabifisants pour un hybride. 

La sonde de detection D1 5-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3' est 
comptementaire de la region 1-20 de la cible est et commune pour toutes 
les cibles. Elie est marquee k rextr6mit6 5' avec la pSroxydase selon 
I'exemple 3. 

La sp6cificit§ du systdme est amende par les oligonucleotides de capture 
(Tableau 6). 



Tableau 6 





OLIGONUCLEOTIDE 


Tm 1,00E-0 9 M 
°C 


Tm 1,0OE-08 M 
°C 


capture C15 


5-TTGCATTTAGAGCCC-3' 


59.4 


63.8 


capture C13 


S'-TGCATTTAGAGCC-S* 


49,2 


54.2 


capture C12 


5 , -GCATTTAGAGCC-3 4 


43.7 


48.8 


capture C11 


S'-GCATTTAGAGW 


34.3 


39.8 


capture C9 


5 I -CATTTAGAQ«3 , 


7.7 


14.1 


Le Tm est caicule dans les conditions d'hybridal 


ion. c'est a dire 600 mM en sal pour fes 2 



Les 5 oligonucleotides poss&dent en 5' un bras C5NH2 pour permettre le 

couplage covalent sur Talbumine de s6rum de boeuf (C15, C13, C12 , C11 f 
C9). 

Sauf indications contraires, le protocole sandwich est identique k celui 
dScrit dans I'exemple 5. 

La cible est d£pos6e k 10" 9 mole/l soit 20 pg/jil (Tableau 7) ou 10" 8 
mole/l soit 200 pg/uJ (Tableau 8). 



Tableau 7 





CIBLE (1.00E-09 M) 




X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


2.390 


0.667 


0.061 


0.137 


0.234 


C13 


0.405 


0.030 


0.005 


0.008 


0.018 


C12 


0.271 


0.015 


0.003 


0.005 


0.007 


C11 


0.100 


0.004 


0.004 


0.005 


0.005 


C9 


0.005 


0.004 


0.005 


0.005 


0.005 




vaieur da D.O. a 492 nm 








Tableau 8 








CIBLE (1.00E-08 M) 




X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


>2 f 6 


> 2.5 


0.211 


0.973 


1.328 


C13 


2.320 


0.198 


0.010 


0.060 


0.081 


C12 


1.500 


0.095 


0.005 


0.028 


0.032 


C11 


0.610 


0.014 


0.003 


0.014 


0.008 


C9 


0.002 


0.004 


0.003 


0.007 


0,003 




vaieur de D.O. a 492 nm 
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:£< f hybride forme avec la cible contenant un m^sappariement 
de type GT est le moins destabilise done !e plus difficile & detecter. 
Le ratio signal X/signal XGTpeutdonc servirde reference pour mesurer 
ies performances du systems (Tableau 9) : 



Tableau 9 





RATIO X/XGT 


1.00E-08 


1.00E-09 


C 15 




4 


C13 


1 2 


14 


C12 


1 6 


1 8 


C11 


44 


25 


C9 







[.'oligonucleotide de capture C12 permet de detecter un mdsappariement 
quelconque sur la sequence d'acide nucl6ique en conservant pour tous Ies 
m6sappariements un signal interieur & 0,100 pour Ies 2 concentrations et 
un ratio X/XGT >10. 



EXEMPLE 7 

MSthode de detection cTun ADN parfaitement homologue k 37°C. Les 
oligonucleotides de capture sont coup!6s k f ASB et fix6s passivement sur 
la plaque. 

Le protocole sandwich est identique & celui de Pexemple 5. 

Les oligonucleotides de capture sont coupl6s a i'ASB selon I'exempie 2/ 

La sonde de detection est la m§me que pour Pexemple 6 

Les resultats sont presentes dans les Tableaux 10,1 1 et 12. 



Tableau 10 





CIBLE (1.00E-08 M) 




X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


>2,5 


> 2.5 


0.330 


1.445 


2.139 


C13 


> 2.5 


0.394 


0.025 


0,078 


0.092 


C12 


2.319 


0.241 


0.016 


0.044 


0.056 


C11 


0,763 


0.025 


0.006 


0.007 


0.009 


C9 


0.010 


0.007 


0.005 


0.007 


0.006 




valeur de D.O. & 492 nm 



Tableau 11 





CIBLE H.OOE-09 Ml 




X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


2.421 


1.154 


0.080 


0.200 


0.364 


C13 


0.050 


0.075 


0.015 


0.019 


0.024 


C12 


0.423 


0.043 


0.007 


0.010 


0.013 


C11 


0.134 


0.007 


0.007 


0.006 


0.009 


C9 


0.006 


0.006 


0.007 


0.005 


0.009 
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Tableau 12 





RATIO X/XGT 


1.00E-08 


1.00E-09 


C 15 




2 


C13 


>6 


7 


C12 


10 


10 


C11 


31 


19 


C9 







(.'oligonucleotide de capture C1 1 couple k i'ASB permet de d&ecter un 
mesappariement queiconque sur la sequence cfacide nucieique en 
conservant pour tous les m6sappariements un signal inf6rteur& 0,100 aux 
2 concentrations et un ratio X/XGT > 10. 



EXEMPLE 8 

Methode de detection cfun AON parfaitement homologue h differentes 
temperatures . 

Le protocole de detection est le mSme que pour t'exemple 7. 
^oligonucleotide de capture C1 1 est couple k I'ASB et fixe passivement 
sur la plaque. La concentration de la cible est constants et fixde & 10" 9 
molaire. La temperature d'hybridation est variable (Tableau 13). 



Tableau 13 



TEMPERATURE °C 


X 


XGT 


X/XGT 


22 


0.155 


0.007 


22 


30 


0.313 


0,024 


13 


37 


0,229 


0.009 


25 


45 


0.321 


0,013 


25 


50 


0.052 


0.010 


5 



EXEMPLE 9 

Methode de detection cfun ADN parfaitement homologue & differentes 
temperatures. 

Le protocole de detection est le mSme que pour I'exemple 7. 
^oligonucleotide de capture C13 est fix6 passivement sur la plaque 
directement. La concentration de la cible est constante et fixee d 1 0" 8 
molaire. La temperature cThybridation est variable (Tableau 14). 



Tableau 14 



TEMPERATURE °C 


X 


XGT 


X/XGT 


22 


> 2.5 


0.343 


>7 


30 


2,028 


0.337 


6 


37 


2.281 


0.227 


1 0 


45 


1.458 


0.134 


1 1 


50 


0.653 


0.017 


38 



EXEMPLE 10 

Detection sp£cifique de ia sequence ADN ou ARN correspondant au g£ne de 
la p lactamase de E. coli (Tern). 
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Dans le cas 0C1 la sequence a detecter correspond k de TARN messager, 
celui-ci est obtenu soit k partir d'une purification sp§cifique d'ARN 
(MANIATIS et coll. dans Molecular Cloning, a laboratory Manual, New York, 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982), soit k partir d'une lyse dfrecte des 
bacteries aprds addition de soude (0,2 M final) sur le culot bacterien. 
Le sysfeme de detection utilise est compiementaire du brin ARN messager 
correspondant au g£ne Tern. 

Ce systeme se compose de 2 oligonucleotides de capture. L'adsorption 
passive est effectu6e k une concentration totale de 0.15 \ilft utilise comme 
decrit dans I'exemple 5 * 

La detection est effectuee par I'utilisation de 2 oligonucleotides marques 

par la peroxydase (k la concentration totale de 1 5 nM). 

Les sequences des oligonucleotides utilises sont les suivantes : 

CAPTURE 1 - 5'-G C ACTG C ATAATTCTT-3* 
CAPTURE 2 - S'-TACTGTCATGCCATCC-3' 

DETECTION 1 « S'-GTTGGCCGCAGTGTTAT-S' 
DETECTION 2 - 5'-CACTCATGGTTATGGCA-3' 
Detection sur ARN non amplifie, purifie (Tableau 15): 



Tableau 15 



ARN PURIFIE 


Valeur D.O. 


10 ua ARN SDeoifiaue 


0.100 


1 ua ARN sodclflaue 


0.014 


10 ua ARN non sodcifiaue 


0.006 



Detection sur ARN de colonies non purifie (Tableau 16): 



Tableau 16 



NOMBRE DE COLONIES 


valeur O.O. 


1,00E+08 colonies SD6cifiaues 


0.150 


1.00E+07 colonies so^cifiaues 


0.045 


1.00E+06 colonies SDSciflaues 


0.004 


1.00E+05 colonies SD6clflaues 


0.001 


1 .OOE+08 colonies non SDScifiaues 


0.001 



La limite de detection du systSme sur ARN, sans amplification, est de 1 ng 
d'ARN total purifie et de 10 6 - 10 7 colonies bacteriennes. 

Dans le cas od la sequence k detector correspond £ de i'ADN non amplifie 

(plasmide pBR 322, contenant le gfene de la p lactamase). 

Dans ce cas, la detection est effectuee directement sur PADN denature 

aprds les conditions decrites precedemment. 

Le systdme de detection utilise est le suivant : 

CAPTURE 1 - 5'-GGATGGCATGACAGTA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-AGAGAATTATGCAGTGC-3' 
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DETECTION 1 - S'-TGCCATAACCATG AGTG-3* 
DETECTION 2 - S'-ATAACACTGCGGCCAAC-S 1 

Les resultats sont les suivants (Tableau 17) : 



Tableau 17 



ADN PBR322 


valeur D.O. 


1 ug 


0.130 


0.1 ua 


0.012 


0.01 ug 


0.002 


10 ua ADN saumon 


0.002 



La sensibility sur ADN non amplififi est de 0,1 p.g, c'est k dire 3.48.10' 14 
mole correspondant k 2.1 0 10 molecules vraies. 

Dans le cas oCi TADN idetecter correspond k de i'ADN amplifie par reaction 
en chaine utilisant une polymerase, les oligonucleotides utilises pour 
I'amplification sont les suivants : 

AMORCE 1 - 5'-ATCAGCAATAACCAGC-3' 
AMORCE 2 = 5 , -CCCCGAAGAACGTTTTC-3 , 

L'ADN k detector est denature par le protocole pr6c6demment cite. La 
detection se fait en utilisant un des deux systdmes decrits dans cat 
exemple. 

La sensibility est de I'ordre de 1 ng d'ADN (figure 1) obtenu aprds 
amplification en considerant que la quantity d'ADN total g6n6r£e aprds 
amplification est deTordre de 2,0 ug. 

Pour un fragment amplifie de 560 paires de bases, le seuil de detection 
est done de I'ordre de 2.94.10" 15 mole soit 1 ,7 1 molecules vraies. 
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EXEMPLE 11 

Detection de la sequence correspondant au gene E7 du papillomavirus 
humain type 6. 

Dans le cas oCi la sequence a detecter est de I'ADN amplifte, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 » 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
AMORCE 2 - 5'-GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN amplify ou non peut §tre d§tect6 par le systeme suivant (detection 
brln -) 

CAPTURE 1 - 5'-CAGTGTACAGAAACA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 

DETECTION 1 - 5-GACCCTGTAGGGTTACATT-3 , 
DETECTION 2 * S-TGACCTGTTGCTGTGGA-S' 



EXEMPLE 12 

Detection de la sequence ADN correspondant au gene E7 du papillomavirus 
humain type 1 1 . 

Dans le cas ou la sequence a d&ecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 



AMORCE 1 - 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
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AMORCE 2 « 5 I -GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN amplifte ou non peut etre detects par ie syst&me suivant (Detection 
brin 

CAPTURE 1 - 5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 
CAPTURE 2 m S'-CAACTACAAGACCTTTTGC-S 1 

DETECTION 1 - 5 , -GACCCTGTAGGGTTACATT-3 , 
DETECTION 2 - S'-TGACCTGTTGCTGTGGA-S" 



EXEMPLE 13 

Detection de la sequence ADN correspondant aux gfenes E7 des 
papillomavirus humains type 6 et 1 1 . 

Dans le cas ou la sequence a d&ecter est de I'ADN amplifte, (es sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
AMORCE 2 . 5'-GTGCGCAGATGGGAC ACAC-3' 

L'ADN ampitfte ou non peut §tre d§tect6 par le systems suivant (Detection 
brin -). 

CAPTURE 1 « 5-AGACAGCTCAGAAGATGAGG-3 1 
CAPTURE 2 - 5 , -CAGCAACGT(T/C)CGACTGGTTG-3 , 

DETECTION 1* 5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
DETECTION 2 - 5'-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 



EXEMPLE 14 

Detection de la sequence ADN correspondant au gfene E7 du papillomavirus 
humaln type 16. 

Dans le cas oCi fa sequence a d§tecter est de I'ADN amplifie, !es sequences 
utilises sont les suivantes : 

AMORCE 1 - S'-CCCAGCTGTAATCATGCATGGAGA-S' 
AMORCE 2 m S'-GTGTGCCCATTAACAGGTCTTCCA-S' 

UADN amplifie ou non peut Stre detects par le systeme suivant (Detection 
brin -). 

CAPTURE 1 - S'-TATATGTTAGATTTGCAACC-S' 
CAPTURE 2 = 5'-GACAACTGATCTCTAC-3' 



DETECTION 1 « S'-CCGGACAGAGCCCATTAC-S' 
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•DETECTION 2 - 5*-CTCTACGCTTCGGTTGTGC-3' 



EXEMPLE 15 

Detection do [a sequence ADN correspondant au gene E7 du papillomavirus 
humain type 18. 

Dans le cas ou [a sequence a d§tecter est de I'ADN amplified les sequences 
utilisees sont tes sulvantes : 

AMORCE 1 - 5-CGACAGGAACGACTCCAACG-3 1 
AMORCE 2 « S'-GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT-S' 

L'ADN amplifte ou non peut dtre d&ecte" par le systeme suivant (Detection 
brin -). 

CAPTURE 1 « 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-ATGTCACGAGC AATTAAG CG-3' 

DETECTION 1 « S'-GTATTGCATTTAGAGCCCCA-S' 
DETECTION 2 - S'-TAAGGCAACATTGCAAGACA^' 



L'ADN & detecter estd$natur6 par !e protocole precedemmentcite. 
La sensibility est de Pordre de 1 ng d'ADN (figure 2). 
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EXEMPLE 16 

Systems de detection de papillomavirus humain de type 6, 1 1 , 16 et 1 8. 
Uexemple decrit la detection de chaque type apr&s une amplification non 
spScifique, par reaction en chaine utilisant une polymerase. 
Celle ci est effectu6e avec un melange de tous les oligonucleotides d6crits 
dans les exemples 1 1, 12, 13, 14 et 15. 

Chaque oligonucleotide est utilise & une concentration de 0,3 i^M. 
La capture se fait en utilisant Pensemble des oligonucleotides de capture 
dlcrits dans les exemples 1 1, 12, 13, 14 et 15 (adsorption passive, 
protocole decrit exemple 5). 

La detection se fait specifiquement en utilisant Tun des couples 
d'oligonucieotides marques k la peroxydase decrit dans les exemples 1 1 , 
12,13, 14 et 15. 

Les rSsultats et specificite obtenus sont les suivants sans le cas ou !a 
detection est effectuee sur ie 1/1 00 e du produitde ramplification. 
(Tableau 18) 



Tableau 18 



SYSTEME DE DETECTION 



ADN AMPLIFIE 


HPV18 


HPV16 


HPV6/11 


HPV6 


0,001 


0.004 


1,100, 


HPV16 


0,002 


0,840 


0,008 


HPV18 


0,600 


0,028 


0,002 


HPV6+16 


0,001 


0,845 


0,480 


HPV6+16+18 


0,540 


0,821 


0,320 


HPV6+18 


0,580 


0,020 


0,687 


HPV16+18 


0,516 


0,740 


0.007 


HPV2 non specif iaue 


0,001 


0,018 


0,002 


Eau : Wmoln non 9p6clftau* 


0,001 


0.014 


0.001 



EXEMPLE 17 

Detection de la sequence ADN ccrrespondant au gene de la proline 
majeure de la membrane externe (MOMP) de Chlamydia Trachomatis. 
Dans le cas ou la sequence a dStecter estde I'ADN amplifte. les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE D' AMPLIFICATION 1 - JT-CACCATAGTAACCCATACG C-3" 
AMORCE D' AMPLIFICATION 2 = S'-GCCGCmGAGTTCTGCTTCC-S' 



L'ADN amplifie ou non peut §tre d§tect§ par le systeme suivant (detection - 
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brin - ). 

CAPTURE 1 -S'-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC-S' 
CAPTURE 2 « 5 -CTTGC AAG CTCTGCCTGTGG-3* 

DETECTION 1- S-AATCCTGGCTGAACCAAGCCT-S' 
DETECTION 2 - S'-AAGGTTTCGGCGGAGATCCT-S' 

EXEMPLE 18 

Detection de la sequence ADN correspondant k la region gag du retrovirus 
H1V1. 

Dans le cas oCi (a sequence k detecter est de I'ADN amplify, les sequences 
utilises sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5-GGACATCAAGCAGCCATGC-3 1 
AMORCE 2- 5 , .CfAGTAGT^CCTGCTATGTC-3 , 

L*ADN amplify ou non peut §tre d6tect6 par le systdme suivant 

CAPTURE 1 - 5'-AATGTTAAAAGAGAC-3' 

DETECTION 1= 5-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 
EXEMPLE 19 

Detection de la sequence ADN correspondant h la region gag du retrovirus 
HIV 2. 

Dans le cas oil la sequence k detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilises sont les suivantes : 

AMORCE 1 «5'-GACCATCAAGCAGCCATGC-3' 
AMORCE 2 - S'-CTTGTTGTCCCTGCTATGTC-S' 

L'ADN amplifie ou non peut Stre detecte par le systdme suivant 

CAPTURE 1 « S'-CTTACCAGCGGGGCAGC-S' 

DETECTION 1- 5'-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 



EXEMPLE 20 

Detection de la sequence ADN correspondant k la region env du retrovirus 
HIV1. 

Dans le cas oCi la sequence k detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 « S'-CAGGAAGCACTATGGGCGC-S 1 
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AMORCE 2 - 5M3CTGCTTGATGCCCCAGAC-3' 

L'ADN amplifte ou non peut Stre d4tecte par le systems suivant 

CAPTURE 1 - 5'-TGTCTGGTATAGTGCA-3* 

DETECTION 1= 5-AACAATTTGCTGAGGGCTAT-3 1 



EXEMPLE 21 

Detection de fa sequence ADN correspondant & la region env du retrovirus 
HIV 2. 

Dans le cas ou fa sequence k detecter est de I'ADN amplifte, les sequences 
utilis£es sont les suivantes : 

AMORCE 1 - B'-CAGGCAGTTCTGCAATGGG-S 1 
AMORCE 2 - 5'-GGI I I I I CGTTCCCCAGACG-3* 

L'ADN amplifi6 ou non peut §tre d&ecte par le systeme suivant 

CAPTURE 1 « 5-GCAACAGCAACAGCTGTTGGA-3' 

DETECTION 1 = 5-GGTCAAG AGACAACAAGAA-3' 
EXEMPLE 22 

Detection de la sequence ADN correspondant & la region pol du retrovirus 
HIV1. 

Dans le cas ou la sequence & d6tecter est de I'ADN amplifiS, les sequences 
utilis6es sont tes suivantes : 

AMORCE 1 - S'-ATTAGCAGGAAGATGGCCAG-S 1 
AMORCE 2 - 5'-CTGCCATTTGTACTGCTGGTC-3' 

L'ADN arnplifte ou non peut dtre d6tect6 par le systems suivant 

CAPTURE 1 « 5'-GACAATGGCAGCAATTTCACC-3' 
DETECTION 1 = 5 , -GCCTGTTGGTGGGC-3 l 



EXEMPLE 23 

Detection de la sequence ADN correspondant au gene de la r6gion p 
glucuronidase de E coli. 

Dans le cas od la sequence k d§tecter est de PADN amplifiS, les sequences 
utilis6es sont tes suivantes : 

AMORCE 1 - 5-CAATACGCTCGAACGACGT-3' 
AMORCE 2 - S'-CACGGGTrGGGGTrTCTAC-S 1 
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L'ADN amplify ou non peut §tre d6tect§ par le systSme suivant (detection 
brin -) 

CAPTURE 1 . 5-TGGCTTCTGTCAACGCTGTT-3 1 
CAPTURE 2 « S'-ATGCGATCTATATCACGCTG-S' 

DETECTION 1 - 5'-GATCGCGGTGTCAGTTCTTT-3' 
DETECTION 2 - S'-TTCCATGGGTTTCTCACAGA-? 



EXEMPLE 24 

Detection de la sequence ADN correspondant au gdne de la region p globine 
humaine. 

Dans le cas oti la sequence a d&ecter est de I'ADN ampfifte, les sequences 
utilisSes sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-GACTCAGAATAATCCAGCCT-3' 
AMORCE 2 - 5^TGTTTACGCAGTCTGCCTAG-3 T 

L'ADN amplify ou non peut Stre d&ecte par le systdme suivant (detection 
brin -) 

CAPTURE 1 - 5^TGTTTACGCAGTCTGCCTAG-3' 
CAPTURE 2 - 5 , -CACATATTGACCAAATCAGG-3 t 

DETECTION 1 - S'-GTATCATGCCTCTTTGCACC-S* 
DETECTION 2 » 5 , -TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC-3 , 



EXEMPLE 25 

Detection de la sequence ADN correspondant k roncogdne ras 

Dans !e cas oD la sequence k dStecter est de I'ADN ampiiW, les sequences 

utilises sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5^TGTTATGATGGTGAAACCTG-3' 
AMORCE 2 - 5 , -CTGTAGAGGTTAATATCCGCAAA.3 l 

L'ADN amplify ou non peut dtre d«ect6 par le systtme suivant (detection 

brin -). 

CAPTURE 1 - 5*-CAGTGCCATGAGAGACCAAT-3' 
CAPTURE 2 - 5'-CGACGCAGCCATGGTCGATGC -3' 



1 
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DETECTION 1 - S'-TTCCTCTGTGTATTTGCCAT-S' 
DETECTION 2 - 5-ACATGAGGACAGGCGAAGGC-3 1 



EXEMPLE 26 

Utilisation d'alphaoligonucteotide marqu6 k la p6roxydase en detection. 
Protocole selon I'exemple 5. 
Cible : 

5-TCATCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTTAATTGCTCGTGACATAGAAGGTCAACCG 
GMTTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTGCAATG TTGCCTTA -3* 

Capture : S'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA^ 

La sonde de detection utilisSe est I'alpha oligonucleotide S'-ACCCCGAGATT 
TAGGTTATGT-3' greffe k la peroxydase de raifort selon i'exemple 3. 
La limite de detection est de 5 pg de cible soit 5.1 (T 1 7 mole (Tableau 19). 



Tableau 19 





c 


ble <p 


B) 


5000 


500 


50 


5 


0,5 


0 


Ivaleur D.O. 


> 2,5 


0,622 


0,073 


0,025 


0,008 


0,007 



EXEMPLE 27 

Phosphatase alcaline comme enzyme de detection en colorim6trie. 
Protocole selon I'exemple 5 : 

La sonde de detection 5M7VAGGCAACATTGCAAGACA-3' est couple k fa 
phosphatase alcaline seion I'exemple 4. 

100 nl de substrat PNPP (Sigma 104-0) k la concentration de 2 mg/mi 
(dans un tampon di§thano!amine1,29 M; MgS04 0,56 mM; NaN 3 0,38 mM; HCI 
0,012 N; pH 9,8) sont ajoutes par puits. Aprds 20 mn de reaction, l'activit§ 
enzymatique est bloquSe par 100 [il de NaOH 1 N et la lecture est effectu<§e 
sur Axiamicroreader (BioM§rieux) &402 nm. 
Capture : 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 

Cible : plasmide pbR 322 contenant le gfene du PVH de type 18 k 20 jig/ml 



Tableau 20 





dilution de la cible 


100 


500 


1000 


2000 


5000 


blanc 


Ivaleur D.O. 


0,505 


0,086 


0,054 


0,029 


0,008 


0,008 



La limite de detection est !e 1/2000 de la cible (Tableau 20), c'est & dire 
de Tordre de 500 pg soit 1 .8 1 0* 1 6 mole. 



Q 
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EXEMPLE 28 

Phosphatase alcaline comme enzyme de detection en fluorescence. 

Le protocole est le meme que pour I'exempie 27 mais Ton rajoute comme 

substrat 100 de m&hyl-4 umbeiliferyl phosphate (MUP, Boehringer ref. 

405663) dans un tampon glycine-NaOH 100 mM, MgCI 2 1 mM, ZnCI 2 0.1 mM, 

NaN 3 0.5 g/l, pH 10.3 , & !a concentration de 80 ^g/ml. 

La reaction est bloquSe apr6s 20 minutes par 100 \i\ de KH 2 P0 4 0.5M, pH 

10,4, 10 mM EDTA et lue au fluorimdtre (excitation 340 nm, Emission 460 
nm) (Tableau 21) 



Tableau 21 







dilution 


de la cible 






100 


500 | 1000 I 


2000 


5000 


blanc 


I unites fluorescence 


643 


167 | 94 | 


sa 


66 


47 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de detection d'une sequence nucleotidique simple brin 
dans un echantillon la contenant ou susceptible de la contenir, selon la 
technique d 1 hybridation sandwich comportant une etape d T incubation de 

1 T echantillon avec une sonde de capture fixee de facon passive sur un 
support solide et une sonde de detection marquee avec un marqueur non 
radioactif , les sondes de capture et de detection etant capables 
d* hybridation, respectivement, avec deux regions non chevauchantes de la 
sequence nucleotidique-cible recherchee, et l T etape d T incubation etant 
suivie d'une etape de lavage pour eliminer les reactifs non fixes par 
hybridation, caracterise par le fait que la sonde de capture contient de 9 a 
30 nucleotides. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que 
la sonde de capture contient de 9 a. 25 nucleotides. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que 
la sonde de capture contient de 9 a 20 nucleotides. 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications preqedentes, 
caracterise par le fait que l'on opere a une temperature pre-de t ermine e , et 
que l'on choisit des sondes de capture et de detection de taille 
suffisamment longue et de sequence telle que l T hybride que chaque sonde 
forme avec la cible recherchee soit stable a ladite temperature, dans les 
conditions d T hybridation utilisees. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise par le fait que 
la sonde de capture et/ou la sonde de detection est suffisamment courte et 
de sequence telle que seule la presence d'une sequence complement aire 
parfaitement homologue dans la cible permette de former avec ladite sonde 
suffisamment courte un hybride stable a ladite temperature dans les 
conditions d f hybridation utilisees. 

6. Procede selon la revendication 4 ou 5, caracterise par le fait 
que l T on effectue 1' etape d f incubation a ladite temperature predeterminee et 
que l T on effectue le lavage a ladite temperature ou a une temperature 
inferieure. 

7. Procede selon la revendication 4 ou 5, caracterise par le fait 
que l'on effectue l r etape d T incubation a une temperature inferieure a ladite 
tenroerature predeterminee, et que l'on effectue le lavage a ladite 
temperature predeterminee . 

8. Procede selon l T une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la sonde de detection contient au moins 9 
nucleotides. 
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9. Precede selon la revendication 8, caracterise par le fait que 
la sonde de detection contient au mo ins 15 nucleotides . 

10. Procede selon l r une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que l'hybride forme par la sonde de capture et la 
cible recherchee est moins stable que l'hybride forme par ladite cible avec 
la sonde de detection. 

11. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la sonde de detection est plus longue, en nombre 
de nucleotides, que la sonde de capture. 

12. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la sonde de capture et/ou la sonde de detection 
contient ou est constitute par des alpha-D-nucleotides . 

13. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que ladite sonde de capture est fixee de~ facon 
passive directement sur le support solide. 

14. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 12, 
caracterise par le fait que la sonde de capture est fixee sur le support par 
l'intermediaire d'une proteine a laquelle elle est liee de facon covalente. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise par le fait que 
ladite proteine est une albumine de mammifere ou une toxine proteique 
bacterienne. 

16. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que le support solide est un polymer e hydrophobe. 

17. Procede selon la revendication 11, caracterise par le fait que 
ledit polymer e est le polystyrene. 

18. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que le support est sous forme de tube, de bille, de 
particules ou de cone de pipettage, ou sous forme de plaque de 
microtitration. 

19. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que I'on opere selon la technique d f hybridation 
sandwich simultanee. 

20. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la sonde de capture est soit une sequence 
parfaitement homologue de la sequence complementaire de la cible, soit une 
sequence contenant une mutation ponctuelle par rapport a la sequence 
complementaire de la cible. 



o 
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21. Precede selon l'une qulconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence d'ADN du papillomavirus 
humain HPV 18 et que la sonde de capture contient la sequence : 

TCAGAGGAAGAAAACGATGA 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise par le fait que 
la sonde de detection contient la sequence : 

TAAGGCAACATTGCAAGACA 

23. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence ARN messager 
correspondant au gene de la beta-lactamase de E. Coli (Tern) et que la sonde 
de capture contient la sequence suivante : 

B'-GCACTGCATAATTCTT-S* 
S'-TACTGrCATGCCATCC-a' 

24. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5 , -GTTGGCCGCAGTGTTAT-3 , 
S-CACTCATGGTTATGGCA-S' 

25. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence d'ADN contenant le 
gene de la beta-lactamase de £. coli et que la sonde de capture contient la 
sequence suivante : 

S'-GGATGGCATGACAGTA-S' 
5'-AGAGAATTATGCAGTGC-3' 

26. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S-TGCCATAACCATGAGTG-S 1 
S'-ATAACACTGCGGCCAAC-S' 

27. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
gene E7 du papillomavirus humain type 6 et que la sonde de capture contient 
la sequence suivante : 

5 , -CAGTGTACAGAAACA-3 f 
S'-GAGTGCACAGACGGA-S' 



m 
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28. Precede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5 , -GACCCTGTAGGGTTACATT.3' 
5-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 



29. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
gene E7 du papillomavirus humain type 11 et que la sonde de capture contient 
la sequence suivante : 

S'-GAGTGCACAGACGGA-S' 
S'-CAACTACAAGACCTTTTGC-^ 



30. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5 , -GACCCTGTAGGGTTACATT-3 , 
5-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 

31. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant aux 
genes E7 des papillomavirus humains types 6 ou 11, et que la sonde de 
capture contient la sequence suivante : 

5-AGACAGCTCAGAAGATGAGG-3 1 
S'-CAGCAACGTCT/CJCGACTGGTTG-S' 

32. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
5'-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 

33. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
gene E7 du papillomavirus humain type 16 et que la sonde de capture contient 
la sequence suivante : 

5 , -TATATGTTAGATTTGCAACC.3' 
S'-GACAACTGATCTCTAC-S' 

34. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 

fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-CTCTACGCTTCGGTTGTGC-3' 
S'-CCGGACAGAGCCCATTAC-? 
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35. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 

caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 

gene E7 du papillomavirus humain type 18 et que la sonde de capture contient 

la sequence suivante : 

5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 
S'-ATGTCACGAGCAATTAAGCG-S 1 

36. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'^TATTGCATTTAGAGCCCCA-3' 
5'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3' 

37. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
papillomavirus humain de type 18 et que la sonde de capture contient la 
sequence suivante : 

5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 

38. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

i 5-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3 1 

39. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
gene de la proteine maj eure de la membrane ex t erne (MOMP) de Chlamydia 
trachomatis et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC^ 
5 , -CTTGCAAGCTCTGCCTGTGG-3' 

40. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5«-AATCCTGGCTGAACCAAGCCT-3 f 
5 , -AAGGTTTCGGCGGAGATCCT-3' 

41. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant, sous 
forme d'ADN, a la region gag du retrovirus H1V1 et que la sonde de capture 
contient la sequence suivante : 5-AATGTTAAAAGAG AC-3' - 



m 
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42. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-GAAGCTGCAGAATGGGA-3 1 

43. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant, sous 
forme d'ADN, a la region gag du retrovirus HIV2 et que la sonde de capture 
contient la sequence .suivante : 

S'-CTTACCAGCGGGGCAGC-a 1 

44. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 

45. Procede selon l*une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant, sous 
forme d'ADN, a la region env du retrovirus HIV1 et que la sonde de capture 
contient la sequence suivante : 

5'-TGTCTGGTATAGTGCA-3' 

46. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

■ 5-AACAATTTGCTGAGGGCTAT-3' 

47. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant, sous 
forme d'ADN, a la region env du retrovirus HIV2 et que la sonde de capture 
contient la sequence suivante : 

S'-GCAACAGCAACAGCTGTTGGA-ff 

48'. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 



5'-GGTCAAGAGACAACAAGAA-3' 
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49. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant, sous 
forme d'ADN, a la region pol du retrovirus HIVT et que la sonde de capture 
contient la sequence suivante : 

5'-GACAATGGCAGCMTTTCACC-3' 

50. Procede selon la revindication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de. detection contient la sequence suivante : 

5-GCCTGTTGGTGGGC-3 1 



51. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
gene de la region beta-glucuronidase de E. Coli. et que la sonde de capture 
contient la sequence suivante : 

5 , -TGGCTTCTGTCAACGCTGTT-3 , 
S'-ATGCGATCTATATCACGCTG-S' 

* 52. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

ff-GATCGCGGTGTCAGTTCTTT-a' 
S'-TTCCATGGGTTTCTCACAGA-S' 

53. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant au 
gene de la region beta-glob ine humaine et que la sonde de capture contient 
la sequence suivante : 

5'-TGTTTACGCAGTCTGCCTAG-3' 
5*-CACATATTGACCAAATCAGG-3' 

54. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-GTATCATGCCTCTTTGCACC-S 1 
- 5'-TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC-3 , 

55. Procede selon I'une quelconque des revendications I a 20, 

caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN correspondant -a 

1 T oncogene ras et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-CAGTGCCATGAGAGACCAAT=3' 
S'-CGACGCAGCCATGGTCGATGC -3' 
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56. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-TTCCTCTGTGTATTTGCCAT-a' 
5'-ACATGAGGACAGGCGAAGGC-3 f 

57. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN de HPV type 18. 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

. 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 



58. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence (alpha-nucleotidique) 
suivante : - - - _ . _ . . 

alpha oligonucleotide S'-ACCCCGAGATT 
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